
香川大学農学部学術報賃 第44巻 第1号113～120，1992  

ぶαCCんαrOmyCeg eerelクgぶねe死細胞のオートリシス過程における  

タンパク合成に関する予備試験  

佐藤優行・藤井孝典・白神泰義・土屋尚司  

PRELIMINARY EXPERIMENTS ON PROTEIN SYNTHESIS  

DURING AUTOLYSIS OF EXTINCT CELLS  

OF SACCHAROMYCES CEREVISIAE  

MasayukiSATO，Takanor・iFuJTT，YasuyoshiSHTRAGA，and NaoshiTuTrYA  

Proteinase activityin extinct cells of S cerevlSlaeincreased during theincubation  
in MacIIvaine buHer（pH50）at30℃ We tried todemonstrate biosynthesisof proteins  
duringthiscellincubationIncorporationof14c－1eucineand35s－methionineintothe  
extinct cellsincreased with theincubation time and maximized after 96 hr  

35s－Methioninein polyacrylamide gelappeard apparentlyin one protein of m w  
about55，000and weaklyin some other proteins when the extinct cells wereincubated  
for960r144hr These resultsin theincorporation testsof rabelamino acidsappeared  
to support our expect thatlytic enzyme proteins are synthesizedin the autolytic phase  
yeast cells But these were not enough to demonstrate the expect Further  
investlgations are necessary to do so  

5 ceγ・飢巌流㍑の熱処理死顔体を30℃で緩衝液小（pH50）に振視保持した帖，【′IJ解  

体が誘発され，この過程で各菌体内プロデア∬ゼ清仰が椚人したそれがシクロへキンミ  

ド添加によりある和度抑えられたそこでこの涌刊＝椚人の一要因として酵素の新たな合成  

を仮定したそれを実言1Eする目的でこの適材の各菌体に14c－ロイン∵／あるいは35s－メ  

取込写せたところ，菌体内タンパクl吏分へ両アミノ酸とも取込ま  

時間と共に増大し，96時間後の菌体で最人となった取込み後の蔚  

聞  

は  

チオニンを60分  

れ，その放射能  
体抽出液をSDSポリアクリルアミド電気泳動した後，フルオログラフィ一により放射能を  

検出したところ，分子昆約55，000に相当するバンドを合め比較的少数のバンドが検出され  

たこれらのことから本酵母の死細胞は自己解体過程で，ある特定のタンパク貿をあらた  

に合成する可能性が示唆されたしかしまだ1分な裏イ、jけが得られていないので結論をL  

張するに至っていない  

緒  

酵母のオートリシス過程におけるタンパク質の崩壊とプロテアーゼとに関しては，多くの研究報  
告がある（1‾5） いそれによると，エンド型のプロテアーゼAおよびBとユキソ型のプロテアーゼCが  

順次それぞれのインヒビターの離脱により活性化され，その結果細胞内のタ∵／バク質が段階的に解  

体されていく，とされているり しかしその崩壊過程でプロテアーゼを含むタンパク質が合成される  

かどうかについての検討ははとんど見当らない．…力，5£rゆ眈OCC弘ゞ／αeC・α∠ま．s碑，βαC肋．s  

s祝如左上ま．s（7），〃e㍑rO．Sβorα‘γ・αS5α（8）らの細胞では，オートリシス過程で細胞分解酵素を含むタンパク質  

が合成されることがアイソトープを用いた実験で示されている．   

大橋ら（9）は「プログラムされた自己解体・モデル」という独自の仮説を提唱した．これによると，細  

胞には死んだ後自己の生体成分を解体する機構があらかじめプログラムされており，細胞はその自   
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己解体によって環境の原状回復という目的に寄与している，と考えられている．我々はこの仮説を  

実証する目的で一連の研究を行なってきたそのうち酵母細胞に関するものでは，すでた  

5αCCゐαrO〝1γCeS Cergぴま．sまdeの加熱死細胞のフトートリシス過程でプロデア1－ゼAおよびBの活性が増  

大すること（10）ぉよび同酵母の湿度感受性変異株を・非許容湿度でインキエペートした時自己タンパ  

ク分解活性が増大すること（11）を報告した大橋らの仮説に基づくと，こうしたプロテアーゼ活性が  

増大する機構の一つとして，前述の細菌細胞らの場合と同様に紳胸の死後自己解体のために分解酵  

素が新たに合成されるという機構が考えられる   

そこで今回ほ，5cereひ宣5まαeの死菌体をインキエペートする過程で菌体内タンパク質の合成が促  

進されるかどうかを実融三することを目指して，アイソトープを使った予備試験を行なった最終的  

には明確な結論を得るには至らなかったが，これらの実験結果を示すとともに，酵母における自己  

解体のメカニズムに閲しで考察した  

実験材料および方法   

1… 使用薗株および培養法   

本実験にほ財団法人発酵研究所から分譲を受けたぶαCCんαγ・07乃γCeS（eγ・βび去sまαeIFOO847を使用し  

た培養ほすでに報蕾した方法（12）に準じて行なったすなわちグルコース40g，ポリペブナン35  

g，酵母エキス30g，KH2PO4 20g，MgSO．・7H201．Ogをイオン交換水に溶かして1L  

（pH55～60）としたものを培養液とし，通常27℃の卜3日間回転振返機上で培養した  

2菌体の熱処理およびオートリシスの誘発   

前報（10）に準じた すなわち遠心分離により集菌した後，菌体を・0．1M MacIIvaine緩衝液（pH  

50）にて2l上り洗浄した．洗浄菌体を同緩衝液に懸濁（109～1010cells／ml）し，これを60℃で5分あ  

るいほ10分・振没しながら加熱したこの処理により細胞は99“9％以⊥死滅した∴直ちに水中で冷や  

した後，得られた死菌体を同緩衝液あるいはそれに各種物質を溶かした液に懸濁し（約109cells／  

ml），30℃でゆっくり振没しながらインキーユベー下した  

3．．菌体抽出液の調製   

Yamamuraらの方法（13）に準じ，菌体を07Mソルビトール，0”1M2－メルカプトエタノールを含  

む50mMリン酸塩緩衝液（pH75）中で60分間Zymolyase処理によりプロrブラスト化した．同緩衝  

液で洗浄した後，洗浄プロトプラストを少長のOhl％TritonX－100液に懸濁し，これを氷冷下で超  

音波（20kHz，30秒，6回）によりあるいは乳鉢中アルミナとともに破砕した破砕懸濁液を遠心分  

離し，得られた上措液を・菌体抽出液とした 

4アミノ酸取込み活性の測定   

Sayareらの方法（6）を一・都政変して行なった．菌体への取込み活性を調べる場合は，菌体懸濁  

（108ce11s／ml，0“1M MacIIvaine緩衝液，pH50）2mlにl4c－ロイシン溶液（L－［ULJ4c］ロ  

イシソ03pCi／ml，L－ロイシソ60〃g／ml，同緩衝液）1mlを添加し，30℃の下岬定時間振混保  

持した この反応液から10分毎に0．5ml採取し，吸引濾過により菌体をガラス繊維濾紙上に集めた 

冷水1mlずつで菌体を3回洗浄した後，菌体を濾紙ごと20ml容バイアルに入れたこれにトルエン  

系シソチレーター5mlを加えよく振没したその放射能を液体シソチレ‥－ションカウンター（Alo－  

kaLSC－1000）により測定したバックグランドには冷水のみを濾過した濾紙を用いた．トルエン  

系シソチレークTは，T・ルエソ：TritonX－100を2．1（Ⅴ／V）としたものを溶媒に，溶質として  

DPO（6g／L）およびPOPOP（0．05～01g／IJ）を加えたものを用いた菌体内タンパク質区分  

への取込みを調べる場合は，前述の場合と同様の覿成で取込ませたが，晶を10倍にスケー・ルアヅプ  

するとともに35s－メチオニン（15pCi／ml）をも用いた 菌体とラベルアミノ酸を60分間反応させ   
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た後，実験方法3に述べた方法で菌体抽出液を調製した．得られた抽出液に10％冷トリクロロ酢酸  

（TCA）を等量加え，タンパク沈殿区分を得た．これをガラス織維濾紙に取り，冷5％TCAで3回  

洗浄し，前述と同様に測定した．  

5．SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動およびフルオログラフイー   
SDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動はLaemmli（14）の方法に準じ，0．1％SDSを含む12．5％ポ  
リアクリルアミドスラブゲルを用いて行なった．タンパクの染色はCBBで常法どおり行なった．フ  

ルオログラフィーはLaskeyらの方法‖5）に準じた．すなわち，泳動後のゲルを50％メタノール273ml  

と酢酸27mlとの混合液中で1時間振返した後，増感剤（DUPONT）処理した。増感剤を除去した  

後，ゲルを乾燥し，Ⅹ線フィルム（Hyperfilm－βmax，Amersham）を用いて前露光し，さらに一  

80℃で10日間の露光を行なった．  

6．分 析   

菌体内プロテアーゼ活性はKrauspeらの方法（16）を改変した既報の方法（11）に準じ，基質にアゾカゼ  

インを用いて行なった．タンパク質およびその分解物の定量はLowryらの方法（17）により，標準に牛  

血アルブミンを用いて行なった．生菌数の測定はコロニー計数法によった．全菌数は顕微鏡下，血  

球計算盤を用いて計数した．  

7∴試 薬   

牛血アルブミン，アゾカゼイYはSigmaChemicalCo．より，2－メルカプトエタノール，シクロ  

へキシミド，TritonX－100，DPO，POPOP，SDSは和光純薬工業㈱より，Zymolyaseu20000は生化学  

工業㈱より，L－［U14c］ロイシンはICNRadiochemicalsより，LL［35s］メチオニンは  
DUPONTより，カザミノ酸はDifucoLaboratoriesよりそれぞれ購入した．  

実 験 結 果   

1．死菌体のオートリシス過程における菌体内プロテアーゼ活性の変動   

既報（10）で，死菌体を30℃の下緩衝液中でインキュベートすると，菌体ほオートリシスを起こし，  

その過程で菌体内のプロテアーゼ活性が増大することを明らかにした．そこでこの緩衝液に各種物  

質を添加した場合，プロテアーゼ活性がどのように変動するか調べた．Fig・1にその結果を示した・  

緩衝液のみの場合に比べ0．2％になるようカザミノ酸を加えた時，明確に活性が増加した・カザミ  

ノ酸とシクロへキシミドを加えた時，その約半分に低下した．ただし，緩衝液にシクロへキシミド  

のみを加えた場合は，わずかな活性低下しか認められなかった．シクロへキシミドの添加時期を  

種々変えて検討したが，その抑制効果をあまり明瞭に示すことはできなかった・1％グルコースを  

添加した場合，若干の活性増大効果を示した．一方，本菌の培養に用いた培地と同じ成分を加えた  

時，活性ははとんど増大しなかった．なお，本実験で菌体内プロテアーゼ活性が増大する場合は，  

菌体外へ溶出されるタンパクあるいはその分解物の畳も著しく増大し，その量は初期の菌体タンパ  

クの70～80％に達した．   

また別に，熱処理をしないで生きた菌体を緩衝液に懸濁し30℃で保持した場合についても実験を  

行なった．その結乳生菌数（109cells／ml）は18日目までははとんど減少せず，その後減って24日  

目には約99％死滅した．一方菌体内プロテアーゼ活性はその間大きな変動がなく24日後の菌体では  

約70％に減少していた．すなわちこの場合は，死滅期に達するのに相当時間がかかるとともに，顕  

著な自己解体が観察できなかった．  

2．14c一口イシンおよび35s一メチオニンの菌体内タンパク質への取込み   

前項の実験で死菌体内プロテアーゼ活性の増大が観察された．この活性増大要因の一つが酵素の  

新たな合成によるものかどうかを明らかにする手がかりとして，オートリシス中に死細胞内タンパ   
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FiglIntrace11ularProteinaseActivityduring  Fig2Radioactivityof14c－Leucine   
theIncubation of Extinct Cells   
The extinct cells wereincubatedin  
MacIlvaine buffer（pH50）（○），in the  

buffer containing O2％casamino acids  
（●），in the buffer・COntaining O2％  

casamino acids andlOOFLg／ml  
cycloheximide（㊥），in the buffer  

containingl％glucose（□）andin  

the nutrient culture medium（△） 

Incorporatedinto the Ce11s Heated   
The cells were heated atlOO℃ for  

5min（●），at60℃ for2（○）or  

5（④）min and not heated（◎〕 

ク貿へのアミノ酸の取込みがあるかどうかを試験した 

まず加熱処理した菌体へ14c－ロイシンが取込まれるかどうかを調べたFig2に示したように，  

無処理の生菌体は取込み活性が強く，ラベルしたロイシンは10分間で最大に達したい逆に100℃，5  

分加熱処理した完全死菌体でほはとんど取込みはなかった60℃の場合，2分間の処理では生きた  

細菌もかなり残っていると考え．られ，30分間の反応で巌大に達した5分間処理では死滅率99。9％  

以上になったが，取込み能力はまだ残っており，反応時間40分間までほほ直線的に取込まれた 

そこで以後は60℃，5分間加熱処理した死菌体を用い，ラベルしたロイシンと20分反応させた時  

の放射能の取込みを1分当たりに換算して，それを取込み活性とすることにした．Fig3ほこの死菌  

体を30℃で緩衝液中に振返保持した時，時間経過とともに取込み活性がどう変動するかを示した 

48時間を経る頃から油性は上昇し，96時間後の菌体で最大に達した“その後は減少した．すなわち  

死細胞の自己解体が進むにしたがって，ロイシンの取込み活性が増大した 

この取込まれたロイシンが確かに菌体内のタンパク質へ入っているかどうかを知るために，各時  

間保持した菌体を60分間づつ14c一口イシソと反応させた後，菌体内タンパク区分を抽出し，その  

放射能を測定した．同様の実験を35s－メチオニンを取込ませた場合についても行なったい その結  

果をFig4にまとめた時間経過とともに放射能の取込みは増大し，96時間保持した時の菌体で最大  

に達した．そのタンパク区分取込み晶の菌体内取込み鼻に対する比率はロイシンの場合約40％，メ  

チオニンの場合約60％であった 
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Fig．4．Radioactivity of Labeled Amino Acids  

IncorporatedintoIntracellular Proteins  

in Extinct Cells．  

The extinct cellsincubatedin MacIIvaine  

buffer（pfMI5．0）at30℃ were mixed   

withLJ4c～leucine（○）or   

L冊35s～methionine（●）for60min．  

FigL3・IncorporationActivityof】4cALeucine  

into the Extinct CellsIncubated at  

30℃，PH5．0．  

FigL5・FluorographyofIntraceuularProteins   

Incorporating L--35S--Methionine on 
SDS－Polyacrylamide Gel・  

The extinct cellsincubatedin MacIlvaine  
buffer（pH5．0）at30℃ were mixed  

with theisotope for60minL  

3．菌体内タンパク質のSDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動およびフルオログラフイ一   
死細胞のインキュベーション中に菌体内タンパク質がどう変化するかを調べるために，各時間保  

持した後の菌体内タンパク質をSDS－ポリアクリルアミドゲル電気泳動にかけた・各試料にはほぼ  

同量のタンパクを含むようにした．その結果，インキュベーション前の菌体と48～144時間後の菌  

体とではほぼ同じ泳動パターンを示し，タンパクバンドの数は約80あった・一九各菌体を35s－  

メチオニンと60分間反応させた後，泳動し，放射能の取込みバンドをフルオログラフィーで調べ  

た．その結果をFig．5に示した．分子量約55，000に相当する位置に明瞭な取込みのバンドが現われ，  

その他マイナーなバンドが教本現れた．菌体内に存在するタンパク質と合成されるタンパク質とは   
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明らかに異なるパタ・－ンを示した．  

4．死菌体のインキュベーション中に増加する生細脂数   

熱処理によって死滅率999％以上になった死菌体を実験に用いてきたが，生きた細胞がわずかに  

残っている 前項までの実験ではその残存生細胞による影響を無視してこきた．しかし，死菌体のイ  

ンキユ．ベー、ション中に自己分解により溶出してくる物質を栄養源にして残存生細胞が増殖している  

ことが予想されるそこで，その過程で生細胞が増加するかどうかをコロこ・一計教法と顕微鏡によ  

る全菌数測定法とで調べた・そ・の結果，緩衝液だけでインキュベーションした時，生菌数は48時間  

以後に増加が見られ，96時間後には全菌数の約7％に達した緩衝液にシクロへキシミドを添加し  

た場合は年菌数の増加ははとんど認められなかった  

考  察   

1 酵母自己解体過程におけるプロテアーゼの活性化機構について   

酵母の自己解体でほ，細菌と異なり細胞壁多糖が残り，内部が先に解体され細胞外へ溶出されて  

空洞化していくこの時関与する中心的な解体酵素がプロテアーゼである．酵母プロデア・－ゼの主  

なものにほコニこ／ド型およびェキソ型の4種焦が知られている（18）細胞が正常な時，これらの酵素は  

細胞質中ではそれぞれに特異的なインヒビター（タンパク質）と結合して不括性化されている（19）  

液胞中にある時はインヒピタ－が分解され活性化状態であると考えられるが液胞膜により紳胸賀タ  

ンパクとは遮られている（20）。細胞が致命的な状況に直面すると，細胞質中のインヒビターーの－・部が  

はずれ，ある酵素活性が発現するものと予想される（321）その酵素が他のインヒビターを分解する．  

その結果各種のプロデア－ゼがつぎつぎと連鎖反応的に活性化されていくと考えられている（19）．ま  

た液胞換の破裂により活性酵素が細胞内に広がる．こうしたプロテア・－ゼの括性化はいわば，正常  

に制御されていた酵素活性が細胞内秩序の崩壊によって脱制御され，その結果によるものといえ  

る   

－ 方，大橋ら（9）の仮説では，自己解体ほ生命活動の大事な一つとして細胞にあらかじめプログラ  

ムされたものと捉えられている．したがって，単に前述の脱制御によるだけでなく，同時にもっと  

積極的な（遺伝子による制御，解体酵素の生合成などを含む）機構が関与している可能性が考えら  

れている彼らはその一例として，テトラヒメナの細胞を用いて，その死滅期にリソゾ・－ムの酸性  

ホスファターゼが合成される可能性を示した（22）．著名らもその考えに賛同する立場をとったい 酵母  

細胞の場合も致命的障害を受け増殖不能になった時自己解体のためにあらたにプロテア・－ゼを合成  

し，その結果活性が増大するのでほないか，インヒピタ・－の離脱によるのとは別に，そうした機構  

があるのでほないかと考えた従来の研究にはそのような機構を想定してそれを実証しようとした  

ものは見当たらない   

本実験でほ熱処理により得たコロニ・－形成能を示さない死菌体で自己解体を誘発させたこれほ  

自己増殖代謝系を抑えて，自己解体系をより鮮明に浮かび上がらせたいと考えたからである．した  

がってこれらの死菌体にはまだプロテアーゼ活性をはじめ種々な代謝活性は残っている．しかもこ  

れらをインキュ．ベーションした時Fig1のように時間の経過とともにプロテアーゼ活性の増大が観  

察された この時カザミノ酸やグルコース添加によってその増大が若干促進された．しかもシクロ  

へキシミドによって若干抑制された これらは活性増大にアミノ酸やエネルギー源を必要とする酵  

素の合成がおこなわれているのではないかと予感させる．また，シクロへキシミドによって活性増  

大を顕著に抑えることができなかったが，その理由として，この試薬が死菌体内へ入りにくいため  

か，またほ酵素合成による活性増大が一周抽こすぎずインヒビター・離脱による活性化の方が大きな部  

分を占めるためではないかと予想される小 なお，培地成分を添加した場合活性増大が認められな   
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かったが，予備実験によるとその原因の一つは酵母エキス中のビタミン類にあるのかもしれない．  
2．酵母の自己解体過程におけるタンパク質の合成   

前述のように自己解体過程でプロテアーゼが新たに合成されるという期待を持った．さらに前の  

報文（11）でも自己タンパク分解酵素の合成を示唆した．また緒言でも述べたように，バクテリアでは  

自己解体過程でタンパク質が合成されるという報告がある（6・7）．そこで今回まず自己解体過程の酵  

母菌体内でタンパク合成が起こっているかどうかを明らかにする目的で標識アミノ酸の取込み実験  

を行なった．まず60℃，5分間の加熱処理菌体には死滅率が高いに もかかわらず14c－ロイシンの  

取込み能力が残っていることを確認した（Fig．2）．さらにその取込み活性はこの菌体をインキュ  

ベーション後，48，72，96時間と時間を経るに従って増加した（Fig．3）．しかもその放射能は確かに  

菌体内のタンパク区分にも取込まれていた（Fig．4）．これらのことから，この過程でタンパク質の  
合成が起こっているように見えた．さらに35s－メチオニンを取込ませた菌体タンパクのフルオロ  

グラフィー一によると，この過程で合成されるタンパク質は分子量約55，000に相当するものをはじめ  

限られたタンパク質だけではないかと示唆しているように見える（Fig．5）．現在これらの新たに合  

成されるタンパク質がプロテアーゼを含む分解酵素であろう・ことを示唆するデータほまだ得ていな  

い．とはいえここまでの結果はわれわれの期待に沿ったものでほあった．   

しかし問題点は多々ある．まずシクロへキシミドによってアミノ酸の取込みが抑えられるという  

証拠をまだ得ていない．まだ条件がつかめていない．このことがはっきりし，さらにクロラムフェ  

ニコールなどでは抑えられないことも明らかになれば，合成の裏付げになるとともに，酵母以外の  

汚染バクテリアによるのではないかという疑いもかなり晴れるであろう．今後これらの実験を積み  

重ねてより確かめていきたい．つぎにこの死菌体のインキエペーショソ中にわずかに残っている生  

細胞が増殖し，全体の約7％にも達していることである．これは無視できないことである．なんと  

かこの過程での細胞の増殖を抑える方法を工夫せねばならない．しかしもし生菌体のタンパク合成  

にともなう取込みが大きく反映していると仮定するなら，フルオログラフィのパターン（Fig．5）は  

生菌体自身のタンパク質をSDS電気泳動した時のパターンとよく似たものになるのではないかと予  

想される．しかしそうならなかったことからFig．5の結果はやはり死菌体での取込みを表している  

のではないかと期待される．   

また，最近ユビキチン関与のタンパク質分解経路が明らかになってきた（23）．酵母にもその存在が  

知られている（24）．これは細胞内キー酵素や制御酵素の濃度調節，生合成エラーや合成後損傷による  

異常タンパク除去などの役割を持つといわれている．この経路はATP要求性で基質特異性の高い  

分解システムであり，ユビキチンという安定なポリペプチドが関与している．しかもこのユビキチ  

ンは一種の熱ショックタンパク質である．こうした経路が本実験のような自己解体系におけるタン  

パク分解にも働いているかどうかは大変興味ある問題だが，それについては現在全く不明である．  

一般に熟ショックタンパク質は加熱により一時的に合成されるタンパク質といわれている．本実験  

での自己解体酵素は熱処理後，48～96時間を経てから合成されると予測され，一般の熱ショックタ  

ンパク質とは異なるものと予想される．   

以上のようにわれわれは，酵母死菌体が自己解体していく過程でプロテアーゼ活性が増大する機  

構の一つとして，新たなタンパク（解体酵素）の合成が起こることを想定し，その実証に挑んだ．  

表面的にはそれを支持する結果が一応得られたが，まだまだ問題ほ多く，なんらかの結論を主張す  

るに至っていない．今後さらにつめの実験および合成されるタンパク質がプロテアーゼなどの解体  

酵素であることの証拠等を固めていく必要がある．本来ならこのような途中の段階で報告するべき  

でないかもしれないが，再出発をはかるにあたって，けじめをつける意味で今までの成果を予備試  

験としてまとめた．   
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